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G protein- Cytokine Receptor TGFp Hedgehog (Hh) Wnt Notch
coupled receptors tyrosine receptors receptors receptors receptor
receptors kinases

- prima aktivace transkripéniho faktoru (TGFbeta, cytokiny)

- uvolnéni aktivniho TF z komplexu v cytozolu (Wnt)

- proteolytické stépeni inhibitoru uvoliuje TF (Hedgehog, Notch)
- tvorba nebo uvolnéni sekunddrniho prenasece (protein G)

- fosforylaéni kaskddy (receptorové kindzy)




Receptory pro cytokiny

- stimuluji nitrobunééné nereceptorové tyrozin kindzy, aniz by
s nimi tvorily kovalentni vazbu (napr. receptory pro
erytropoietin, interleukin-2 a nékteré rastové hormony)

- nemaji vlastni enzymovou aktivitu

Struktura (obdobnd u vSech typu):

- N-koncova extraceluldrni doména (vazba ligandu)
- fransmembradnovy helix

- C-koncova cytozolova doména




Signalizace receptory pro cytokiny

vazba ligandu - dimerizace receptoru - krizova fosforylace
asociovanych nereceptorovych PTK - fosforylace receptoru

- vazba ndslednych molekul s doménou typu SH2.

Il. krizova fosforylace lll. fosforylace
receptoroch kinaz receptoru

l. vazba ligandu




Nereceptorové PTK

- kindzy typu Src: asociace s receptory pro
antigeny na B a T lymfocytech

- kindzy Jak (Janus kinases): asociace s receptory
pro cytokiny




Existuji alespon 4 signdlni drdahy pod kontrolou

receptoru pro erytropoietin

Kazdd z nich ridi expresi jiné sady genu

—> (a) STATS » Transcriptional activation

—> (b) GRB2 or Shc » Ras » MAP kinase =——» Transcriptional activation
or repression

Epo — EpoR —> JAK2

— (c) Phospholipase C, —> Elevation of Ca2+ N Transcnptl.onal activation
or repression; modification of

other cellular proteins

Transcriptional activation or
repression; modification of
other cellular proteins

L (d) PI-3 kinase —p Protein kinase B =—————————




Signdlni draha Jak/STAT

- vyuzivand cytokiny
-U¢ast na Fizeni rustu, preziti, diferenciace a odolnosti k patogenum
Jak . Janus-family tyrosin kinase"
STAT ,Signal transducer and activator of transcription™:
- transkripcni faktory opatrené doménou SH2
- v nestimulovanych bunkdch inaktivni

- cytoplazmaticka lokalizace

Signalizace:
Jak fosforyluje STAT a stimuluje tak translokaci STAT do jadra.

Systém zajist'uje primé spojeni mezi povrchem bunky a jadrem.




Princip signalizace Jak/STAT:

- Jak se konstitutivné asociuje s receptorem

- stimulace receptoru cytokinem indukuje dimerizaci receptoru

- aktivace asociovanych kinaz Jak

- fosforylace receptoru

- fosforylovany receptor interaguje s doménou SH2 proteinu STAT

- Jak fosforyluje STAT navdzany na receptor

- fosforylovany STAT se oddéluje od receptoru, dimerizuje a prechazi
do jadra

- v jadre se STAT vdze na specifické enhancery

- aktivace transkripce cilovych geni

- proteiny SOCS ("suppressors of cytokinine signaling") tlumi signdlni

drdhu JAK/STAT zpétnou vazbou

Jak fosforyluji i jiné signalni proteiny - propojeni ruznych
signdlnich drah




. . Plasma 2
Signalizace membrane  ((
zprostredkovana proteiny i

JAK a STAT




Jak/STAT Signaling: IL-6 Receptor Family

Feedback i,
Inhibition g
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— c-myc, cytokines, TFs, etc.




Negativni requlace signalizace z

cytokininovych receptord

Rychlé vypnuti signdlni drdhy za nepritomnosti ligandu

Fosfatdzou SHP1

SHP1 je inaktivni v nestimulovanych
bunkdch (doména SH2 se vaze na
katalytické misto a inaktivuje jej)
ve stimulovanych bunkach se SH2
doména vdze fosfotyrozin
aktivovaného receptoru
konformaéni zména SHP1 obnazi
katalytické misto fosfatazy SHP1 a
dopravi jej do blizkosti kritického
fosfatu kindzy Jak

odstranénim fosfatu se Jak
inaktivuje

Inactive

JAK2 deactivation induced by
SHP1 phosphatase

Active JAK2 \ | / Inactive JAK2
kinase H kinase

3

9

SH2 Phosphatase
domains domain

Rl

Active
SHP1

SHP1




Negativni requlace signalizace z cytokinovych
receptory

Rychlé vypnuti signdlni drdhy za nepritomnosti ligandu

2. proteiny SOCS . e e
negativni regulatory signalizace
cytokiny )
kddovdny geny, jejichz transkripce \,’g
je indukovdna proteiny STAT ()
2 mechanismy of
Doménou SH2 se proteiny SOCS |
vézou na fosfotyroziny oJlo
aktivovanych receptoru: < Q/gﬂi B **’rz_ & By
znemoznéni vazby daldich protein el [fero- \
Doménou SOCS box je socs 3> || [ ;.h:" b L
zprostiedkovdna interakce s protein 7j cgeldl lego >~ rga e
ubikvitin ligdzou: polyubikvitinace a  sH2 socs "> ubiquitin

likvidace JAK proteazomem domain  box ligase




Signalizace TGFR

Co je TGFR?

- rodina pribuznych signdlnich molekul, které se vyznamné uplatnuji
pri Fizeni vyvojovych procesd

BMP (bone morphogenetic protein) indukuje tvorbu kosti v
kulture (klinické vyuziti pro posileni kosti)

TGFB-1 (transforming growth factor 1) indukuje vznik
.Transformovaného fenotypu" u urcitych bunék v kulture

Lidské izoformy TGFB maji naopak antiproliferacni dcinky - kontrola
bunééné adheze (haruseni signdini drdhy rizené TGFB je Casté u
lidskych nddoru)




Tvorba TGFR

- tri izoformy, kazdd kédovdna vlastnim genem

- prvotni produkt proteosyntézy kazdé z izoforem ma podobu
prekurzoru, obsahujici pro-doménu

- v Této podobé se sekretuje z bunky

- pro-doména se ndsledné odstépuje, ale ztstdvd nekovalentné
asociovdna s vlastni proteinem

- pro-doména a vlastni protein se uchovdvaji v matrix v komplexu
s LTBP (latent TGFB binding protein)

- frombospondin nebo nékteré integriny (event. degradace LTBP)
indukuji zmeénu konformace LTBP, coz vede k uvolnéni zralého
aktivnhiho TGFB v podobé dimeru)




(a) Formation of mature, dimeric TGFf3
Secreted TGFj3 precursor
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Receptory pro TGFR: 3 typy

RI a RII- transmembradnové dimerové proteiny se
serin/treonin kinazovou aktivitou cytozolové domény

RIIT (B-glykan) - velmi rozsireny receptor, proteoglykan,
ktery koncentruje TGFB v blizkosti povrchu buriky




Interakce TGFR-receptor a ndslednd signdlni drdha

- v nekterych bunkdch se TGFB vaze k RIII, ktery jej preddva RII
- v jinych bunkach se TGFR vdze primo k RIT

- komplex RII-TGFRB pritahuje a fosforyluje RI: uvolnéni inhibice
kindzové aktivity RT

- aktivovany RI fosforyluje transkripcni faktor Smad3 nebo jiny R-
Smad (receptor-requlated Smad): zména konformace, ktera obnazi
jaderny lokaliza¢ni signdl NLS

-2 fosforylované molekuly Smad3 interaguji s pomocnym proteinem
Smad4 a importinem B: vznikd velky cytozolovy komplex

- fento komplex prechdzi do jddra, kde se uvolnuje importin

-Smad3/Smad4 se spoji s transkripcnim faktorem TFE3: aktivacni
komplex, ktery se vdze do requlaénich sekvenci cilovych gend




TGFB Exterior
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Prenos signdlu bunkou (od receptoru k efektoru)
casto zajiSt'uji sekunddrni prenaseci

NH,
N ~ N NH P ’ v v v
ooy, I Sekunddrni prenaseéi:
O—CH, NN 0—CH, N™ “NH, v
(0] (0]
‘ w w - nizka molek. hmotnost
O=T—03 02H O=T—O3 02H
0 Sp— o S~ - koncentrace v bunice rychle
C. cGMP /’ /’ ’ . .
A;tivatezp;clzczin Acti\éates protei_n kinﬁseGl(Pl_(G) STOUP,G a klesa v ZGV'ISIO,S.“
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CHE_(CHQ%_%LOHTHZ PO peg- prenasece (mimobunecného
0 0 6 5 . ’
CHE—(CHZ),,—%—O—CZH 14 Slgnalu)
0 OP0O,*~
atty acyl groups 3 2 3 /’ W4 v
L - vyvoldvaji rychlou zménu
VAl Vauoaphets aktivity enzymil nebo jinych
. o o proteinu




Proteiny, které funguji jako molekulové prepinace:

Kindzy/fosfatazy

GTPazy

wenurol

VSTUPNI
' SIGNAL
aktivace ®

VSTUPNI
SIGNAL

T @ aktivace inaktivace ®
ATP kinazou fosfatazou E-?I_IEUU hydrolyzou
ADP GTP

GTP

-
o -
-y

A " ‘\

S
VYSTUPNI VYSTUPNI
SIGNAL SIGNAL
(A} signalizace fosforylaci

(B} signalizace pomoci GTP-vazebnych proteint




Rodina GTPaz

Guanin nucleotide-binding proteins (G proteiny)

Kolisaji mezi dvéma konformacnimi stavy:
-,,.zapnuto” (navdzdno GTP)
- vypnuto" (navazano GDP)

Aktivace-prechod do stavu ,zapnuto®

-zdvisla na pritomnosti mimobunécného signdlu

-zprostredkovdna faktorem GEF (guanine nucleotide-exchange factor),
ktery z G proteinu uvoliuje GDP

-vazba GTP je usnadnéna vysokou nitrobunécnou koncentraci GTP

Inaktivace-prechod do stavu ,vypnuto”

-hydrolyza GTP na GDP a P je dusledkem vnitrni GTPAdzové aktivity
samotného G proteinu

-rychlost reakce zvysuji faktory GAP (GTPase-accelerating factors)




(a) GTP-bound "on" state
Gly-60 Thr-35

Switch |l Switch |

Switch |l

' | (b) GDP-bound "off" state




Klasifikace proteinu 6

1. Trimerni (velké) G proteiny, které se indukuji primou vazbou
S receptory

2. Monomerni (malé) G proteiny typu Ras, které interaguji s
receptory neprimo prostfednictvim adaptéri

VSechny stimulované G proteiny obsahuji oblasti, které interaguji s
jinymi proteiny a tak ovlivauji jejich aktivitu




Struktura velkych proteinu 6

- nékolik variant, kazdad je typicka pro urcity soubor
receptort a urcity soubor ndsledujicich cilovych proteina

3 podjednotky:
o - obsahuje vazebné misto pro GTP/GDP, zajist'uje
hydrolyzu GTP
B ay - ukotvuji G protein na cytoplazmatické strané
plazmatické membrany
- u savcl dosud charakterizovdno 20 raznych typu
podjednotky a, 5 typl podjednotky B a 6 typd y

- evoluéni konzervativnost




Funkce G proteinu

- spojovaci ¢ldnky mezi povrchovymi receptory a producenty
sekunddrnich prenaseéu uvnitt buriky

- G proteiny reaguji pouze s aktivovanymi receptory

- interakce mezi aktivovanym receptorem a G proteinem vede
k vyméneé GDP na podjednotce o za GTP

- pod jednotka a s navdzanym GTP prechadzi do aktivniho stavu a
oddéluje se od podjednotek B ay

- uvolnénd podjednotka a s navdzanym GTP (podobné jako uvolnéné
podjednotky B a y) muze interagovat se svou cilovou molekulou
v plazmatické membradné (efektorem), ktery signdl preddva ddl

- znaénd rozmanitost efektoru G proteini (adenyldt cykldzy,
fosfolipdza C, cGMP fosfodiesterdza, rizné typy iontovych kandlku)




© Hormone

Exterior
Inactive Trlmenc 95 proten:
Cvt | receptor _
ytoso
RESTING G, Gy D

STATE

change in receptor

& O

E Activated receptor binds to G, subunit

b o

Binding of hormone induces a conformational

EJ Binding induces conformational change in G,; bound GDP
dissociates and is replaced by GTP; G, dissociates from Gy,

@)

Hormone dissociates from receptor; G, binds to effector,
activating it

Uy T

Hydrolysis of GTP to GDP causes G, to dissociate
from effector and reassociate with Gg,




Vypnuti signadlu

nastdava po nekolika sekundach aktivity G-proteinu, kdy
GTPazova aktivita podjednotky a vyvold hydrolyzu GTP

aktivita G proteinu je vymezena dobou, po kterou jsou
podjednotky o a By disociovdny

po hydrolyze GTP na GDP se podjednotky a, B, vy spojuji a
vypinaji signdl




Receptory spojené s G proteiny

- nejvétsi rodina bunéénych povrchovych receptort (stovky ¢lent
v savcich bunkach)

- obdobna struktura: jediny polypeptidovy fetézec, sedmindsobné
vinuti Sroubovice membrdnou

- vysokd evoluéni konzervativnost v ramci eukaryot

- vazba ligandu zpusobi zménu konformace nitrobunééné édsti
receptoru: vazba s G proteinem na cytozolové strané membrany -

aktivace G proteinu
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Rozmanité funkce G proteinu

00 @ <

ion channels increase cAMP
inhibition cAMP PIP2 _(DﬁG
phospholipases
phosphodiesterases




Biologické funkce G proteinu

- prenos chut’ovych a pachovych signdld
- prenos svételnych signdld

- prenos hervovych signdld

* chemotaxe

- exocytdza

- kontrola krevniho tlaku

* embryogeneze

* VYVOj

- bunéény rust a diferenciace

- onkogeneze

* infekce HIV

» funkce v endokrinnich Zlazach




More than half of all theraputic drugs work through G-
protein receptors . . . Including the caffeine in coffee:

a
Butyrolactone
| (DARPP-32) 1
Protein —)( )q_ Cdk5
_ phosphatase-2A DARPP-32
Adenosine
CGS 21680 175-p)

DARPP 32 Protein
- -_I phosphatase-1

®T34 C‘hosphorylatecD

target proteins

<A Azp Adenylyl Cyclic Protein
(cospior) > ciennt) =Rt (e

b
OKdddlL acid
DARPP 32
Protein C J_‘_ Cdk5
Adenosine Cafroln phosphatase- 2f\
CGS 21680 SCH 58261 T75-(P)
QA Azn Adenylyl Lyclm Protein (‘ Protein
—"‘ AMP /=™ kinase A DARPP-32 jx phosphatase-1
@T34 Phosphorylated

target protelns

Vaugeios (2002) Positive Feedback from Coffee. Nature 418: 734-735.




Nékteré G-proteiny requluji propustnost
iontovych kandlk

Napr. regulace ¢innosti srdechniho svalu

nervova vlakna pro zpomaleni ¢innosti srdce uvolnuji
acetylcholin

acetylcholin se vdze na receptor lokalizovany na bunkdch
srdecniho svalu

aktivace 6-proteinu, disociace ha podjednotky o, By

vazba komplexu By na kandlek K* v plazmatické membrane
bunky srdecniho svalu

zvyseni propustnosti kandlku

zmeéna elektrickych vlastnosti bunky srdecniho svalu,
zpomaleni staht

hydrolyza GTP: spojeni podjednotek G proteinu, zavreni
kandlku




Receptory pro acetylcholin v srdecnim stavu
zpomaluji kontrakci

Pricinou je hyperpolarizace svalové membrany

Acetylcholine

K* channel

Exterior A + &
Cytosol -
Active muscarinic D

i P
acetylcholine receptor

GTP
+ + + + +




Nékteré G-proteiny aktivuji enzymy
vazané v_membrané

» ndsledna tvorba dalsich signdlnich molekul - komplexni
dusledky

+ nejcastéjsimi cilovymi enzymy jsou adenylatcyklaza
(tvorba cAMP) a fosfolipaza C (tvorba
inositoltrifosfdtu a diacylglycerolu)

- sprazeni mezi G proteinem a tvorbou druhych poslu
miZe byt stimulaéni (6s) nebo inhibiéni (Gi)




Enzymy aktivované G-proteiny katalyzuji syntézu molekul
nitrobunéénych posli

aktivovany fry-komplex aktivovany enzym

aktivovana u—podjednotka
G-proteinu

mnoho intraceluldrnich molekulovych
posli difunduje v bunce a aktivuje
cilove proteiny




Vyhody G-proteind

- amplifikace signdlu

- regulace signdlu (moznost kovalentnich modifikaci
G-proteint, vliv koncentrace G-proteint v membrane)




Amplifikace vnéjsiho signdlu béhem prenosu bunkou

o EPinephrine (10719 M)

Amplification / \
Y

A A A Adenylyl
cyclase
Amplification ‘// \\
Y
(Y X X cAMP (107° M)

<
O<—
<

[ N ] [ X ]
O] 0 Protein

= L] kinase A
Amplification ‘// \\
Y Activated

© o © o enzyme

° 'Y ® ® e Product




Poruchy funkce G proteinii

- tvorba nddoru
- infekéni choroby

cholera:
Vibrio cholerae produkuje cholerovy toxin (tj. enzym, ktery
katalyzuje prenos ADP-ribozy na podjednotku o proteinu Gs)

Gs stimuluje aktivitu adenylat cyklazy - ADP ribozylace
podjednotky o Gs vyvoland cholerovym toxinem snizuje rychlost
hydrolyzy GTP - protein Gs zustdvd v aktivnim stavu - neustdld
aktivace adenyldt cyklazy: vysokad hladina cAMP - vysoka
propustnost sodikovych kandlku strevnimi buikami - velkd mira
prijmu vodu a ionttd sodiku do strev




Nitrobunécné signdlni drahy

1. Draha cAMP

- CAMP objeven pii studiu metabolismu glykogenu (Sutherland, 1958):

O=IT—O OH

3',5'-Cyclic AMP
(cAMP)

Activates protein
kinase A (PKA)




Pozorovdni: Adrenalin pisobi na svalové nebo jaterni buriky tak,
Ze je stimuluje k uvolnéni a stépeni glykogenu

Mechanismus

-v izolovanych membrdndch jaternich bunék za pritomnosti ATP
adrenalin indukuje tvorbu cAMP

-cAMP aktivuje kindzu A
-kindza A fosforyluje a aktivuje fosforylazovou kindzu

-fosforyldzova kindza fosforyluje a aktivuje glykogen
fosforylazu (Stépeni glykogenu)

kindza A fosforyluje a inaktivuje glykogen syntazu (inaktivace
syntézy glykogenu)




Spojeni cAMP a fosforylace bylo poprvé demonstrovano
pri_studiu metabolismu glykogenu kosterniho svalstva

glykogen = zdsobdrna glukdzy, odbourdvani rizeno adrenalinem

stres - produkce adrenalinu do krve - adrenalin se vdaze na B-adrenergni
receptory svalovych bunék - aktivace proteinu G - aktivace adenylat
cykldzy - zvySeni hladiny cAMP - aktivace kindzy A - fosforylace /
aktivace fosforyldzové kindzy - fosforylace / aktivace glykogenové
fosforyldzy - stépeni glykogenu na glukézo 1 P

Adenvivl cvclase

G protein Activated
! G protein
Plasma membrane




Regulace metabolismu glykogenu protein kindzou A

~ Active

Protein kinase A

W / A ..m Glycogen synthase

w Inactive

Inactive

Phosphorylase kinase

Aclive

®-

l

Glycogen
phosphorylase

Glycogen Glucose-1-phosphate




cAMP

- kontrola jeho koncentrace uvnitr bunky zavisi na rovnovdze
aktivit adenylatcykldzy a cAMP-fosfodiesterazy

- aktivita adenyldt cyklazy je regulovana G proteinem,
aktivita cCAMP fosfodiesterdzy nepodléhd kontrole (je
konstitutivni)

- rychld zména koncentrace v reakci na mimobunécné signdly

- rozpustnost ve vodé umoznuje prenos signdlu z membrany
k proteinim cytozolu nebo jddra

- aktivuje cAMP-dependentni protein kinazu (kinazu A)
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Ligandy mohou aktivovat i inhibovat adenylat cyklazu

Plasma Epinephri PGE Inhibit
membrane ; Glucagon Adenosine | ligand
ligand
of liver cell / ACTH \
Activation Inhibition
Extannr / of E of Ex

E :4'_',’)/
Cytosol / // Em
Adenylyl | \ G. Receptor

Receptor for G, Gp | T o
i - cyclase
Gorong o \G0F| ¥ “' G inhibitory
o ¥ " hormone
Stimulatory Inhibitory
G protein G protein

complex complex




(A

Koncentrace cAMP roste pri reakci na
mimobunécny signdl

cas0s cas 20 s

 SRErolonIin

(B)

Hladina cAMP mérena prostrednictvim injikovaného fluorescencniho
proteinu, ktery po navazani cAMP ménil barvu.




Protein kinaza A

-v metabolismu glykogenu:
fosforyluje kindzu fosforylazy (aktivace stépeni glykogenu) a
glykogen syntazu (inaktivace syntézy glykogenu)

-obecné:
fosforyluje transkripcni faktor CREB (zodpovidajici za transkripci
genu vybavenych sekvenci CRE - ,cAMP-response element")




G, protein—coupled Adenylyl
receptor cyclase

Exterior ou

Cytosol

CBP/P300

Nucleus

Basal transcription
machinery

Transcription




Regulace genové
exprese protein kindzou A




Reakce jaterni bunky na glukagon nebo adrenalin

Glucagon
epinephrine,
others
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Struktura protein kindzy A

Inaktivni stav:
-dveé regulacni podjednotky (vazba cAMP)
-dve katalytické podjednotky

Aktivni stav:

-vazba cAMP - zména konformace regulacnich

podjednotek - disociace requlacnich podjednotek z 4
komplexu - uvolnéné katalytické podjednotky
mohou fosforylovat své substraty

PKA:
-vyskyt ve vSech zivocisnych bunkdch
-zprostredkovdvd vétsinu uéinkd cAMP




2. Draha cGMP

-kontrola jeho koncentrace uvnitr bunky zavisi na rovnovdze aktivit
guanylatcyklazy a cGMP-fosfodiesterazy

Funkce cGMP - aktivace cGMP-dependentni protein kinazy
- zména propustnosti iontovych kanalku

0
N:L/LNH
|
<\' N)\NHz

o=||°—o OH
o-
3’',5’-Cyclic GMP
(cGMP)
Activates protein kinase G (PKG)
and opens cation channels in
rod cells




cGMP v olich obratloveu zodpovida za preménu vizualnich
(svételnych) signdlu v nervové

-fotoreceptor (rhodopsin) v sitnici je napojen na G protein (transducin)

Mechanismus signalizace:

- dopad svétla -izomerizace retinalu - konformacni zména rhodopsinu -
aktivace G-proteinu (transducinu) - stimulace cGMP fosfodiesterazy -
snizeni hladiny cGMP - zména propustnosti iontovych kandlku v
plazmatické membrané nerovovych bunék

Light
Rhodopsin

: : Phosphodiesterase
e Retinal




3.Draha Ca?*

1947: injekce Ca?* do svalovych bunék vyvoldva jejich kontrakci

Koncentrace Ca?* v cytozolu a mimobunééné tekutiné neni stejnd:
Cytoplazma: 10-"M
Mimobunécny prostor: 10-3M

Koncentracni gradient tlaci ionty Ca?* do cytozolu

Zvysend permeabilita membradny - vyssi koncentrace Ca?* v cytozolu -
aktivace nitrobunécného signdlniho mechanismu




'

jici_nizkou koncentraci Ca?* v cytozolu

Systémy udrzu
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CYTOSOL

— Endoplasmic
reticulum (ER)




1.

Dva zpisoby vstupu Ca2* do cytozolu

Depolarizace membrany (akénim potencidlem) - otevreni
vdpnikovych kandlku - zvySeny prijem Ca?* z vnéjsiho okoli

polarized plasma membrane

"« closed
N . ' voltage-gated
. Ca” channel

£
SIGNAL

™ & @
I.“ L] ™ 2'. ™
- L}
L » L]
eyt 1R .
& * L

NERVE

depolarized plasma membrane

| - open voltage-gated
/. . -Ca® channel

TERMINAL -




Dva zpisoby vstupu Ca?* do cytozolu

2. Vazba ligandu k receptoru - aktivace proteinu G - tvorba
sekunddrniho prenaseée (IP;) - otevreni kandlkd v membrdndch
organel - zdsobarndch Ca?* - uvolnéni Ca?*z organel do cytozolu

inactive
. .receptorpmtein.”””. .
IR 4% "Yin plasma RTINS « »+ 0 extracellular

P Signaling

* membrane "

. molecule
SIGNAL . active receptor
rotein
CELL st
. "\, endoplasmic
o trisphosphate
setogte o * Y _.“-_:x&“nucleus"' . > U
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Fosfolipdza C urcuje hladinu IP3, ktery otevird

kandlky Ca2* v ER

Vazba ligandu k receptoru

- aktivace proteinu G - aktivace
fosfolipazy C - tvorba
inositoltrifosfatu (IP;) a
diacylglycerolu (DAG)
IP3 opousti plazmatickou
membrdnu a difunduje cytozolem
- otevre kandlky Ca®* v ER -
uvolnéni Ca?*

Plasma
membrane ﬂ i

15 N OH I
PIP; DAG
Cytosol
o
D o= +
J o

lP_; receptor \

J

O 0 0O O 0 0l 0 0 ¢
® & @ @ @ @ ® ® @ @
© © © © ©6 © © © © ¢
Endoplasmic reticulum © O © O




Store-operated

(@] :
TRP Ca?" o  g0o Co”

channel 00%o0
Phospholipase C "

Exterior
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membrane > %i
Cytosol / 0‘

PIP, IP5
Phosphorylatlon
of substrates

Protem
kinase C

v

000

IP5-gated
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Ca2*
Endoplasmic reticulum




Cilové proteiny pro signalizaci ionty Ca?*

Troponin C - pritomen v bunkdch kosterniho svalstva
- loha pri svalové kontrakci

Kalmodulin - jediny polypeptid se 4 misty pro vazbu Ca?*
- zprostredkovava vétsinu reakci na Ca?*

5 nm




(a)

Kom

lex Ca?*-CAM

Calmodulin

Sekvence aminokyselin
jednoho ze 4 vazebnych
mist pro ionty Ca?*

(b)

Cterminus




Kalmodulin - funkce

Princip:
- vazba Ca?* na kalmodulin - zvyseni afinity pro jiné proteiny
- zmeéna jejich aktivity

- nékdy je kalmodulin stdlou regulacni slozkou enzymovych komplexd
- dulezitou cilovou molekulou rFizenou komplexy kalmodulin/Ca?* je

Ca®*-dependentni protein kindza (Ca-kindza), kterad
fosforyluje Ser/Thr cilovych proteind




Calmodulin

=90

0°0 Eﬂ;
. Caj!‘+ 1 Il'lg
Funkce kalmodulinu
Ca’*/calmodulin “

—

Ca**/calmodulin-dependent protein kinase




Signdlni drahy rizené cAMP a Ca?* vzdjemné interaguji

1. Hladiny cAMP a Ca?* se ovliviauji navzdjem:
- napr. komplexy Ca?*/kalmodulin mohou vdzat a regulovat aktivitu
cAMP fosfodiesterdzy a adenyldt cykldzy
- kindza A muze fosforylovat nékteré kandlky urcujici obsah Ca?*
v cytozolu

2. Ca-kindza muze byt fosforylovdna kindzou A

3. Kindza A a kindza Ca Casto fosforyluji aminokyseliny téhoz
proteinu (napr. CREB)




4. Drdha inositolovych fosfolipidi

Syntéza DAG a IP3 z membrdnové vazaného fosfatidylinositolu (PIP)

1,2-Diacylglycerol

(DAG)
= i
|
Q

Cytosolic leaflet
A
SN

L ?=O C=0 ?=O ? 0
0] 0] 0 0
ATP  ADP N | ATP ADP \ |
CH,-CH—CH, (llH?—CH—CHQ
Pl-4 kinase []) PIP-5 kinase (@]
| |
P 0—P=0 T
1 | ®
- 0 0 G
[
£ 4
E ®
Phosphatidylinositol Pl 4-phosphate Pl 4,5-bisphosphate
(PI) (PIP) (PIP2)
Inositol 1,4,5-
trisphosphate

(IP3)




Pl

PIC

Pl3-Kinase (PI3K)

Ptdins (Ptdl, Pl)
Ptdins(3)P (PtinsP, PIP)
Ptdins(4,5)P, (P1(4,5)P,, PIP,)

Who's who?

Phosphoinositide
Phosphoinositidase C
Phosphoinositide 3-kinase
Phosphatidylinositol
Phosphatidylinositol 3-phosphate

Phosphatidylinositol (4,5)-bis
phosphate

Ptdins(3,4,5) P, (PI(3,4,5)P,, PIP,) Phosphatidylinositol (3,4,5)-

Ins(1,4)P, (IP,)
Ins(1,4,5)P, (IP,)
DAG
PLC

phosphate
Inositol (1,4) bisphosphate
Inositol (1,4,5) trisphosphate
Diacylglycerol
Phospholipase C




Prvni ¢éast signalizace: plazmatickd membrana

- vazba ligandu na povrchovy receptor s kinazovou aktivitou

- aktivace fosfolipdzy C (dva zpusoby):
a) interakce aktivovaného receptoru s fosfolipdzou Cy
prostrednictvim domény SH2
b) Interakce aktivovaného receptoru s proteinem G a
ndslednd aktivace fosfolipdzy Cp

- Stépeni PIP, na IP; a DAG




Growth
factor

Plasma
membrane

e o
PI i._./ﬁ* DAG
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Druhd éast signalizace: plazmatickd membrana + cytozol

- Inositol 3P zajisti uvolnéni Ca?* z bunécnych zdsob

- Diacylglycerol:
a) $tépeni na kyselinu arachidonovou - syntéza prostaglandinu
b) aktivace protein kinazy C

Inner leaflet of plasma membrane

Protein kinase C

Ca<t+ mobilization




Tvorba IP; v blizkosti plazmatické membrdny

Signal molecule
~ 4 (first messenger)

Signal molecule
(first messenger)

G-protein-linked
receptor

Phospholipase C
IP

(second mE%Henger] Tyrosine-kinase

receptor

calcium channel

Q
‘Endoplasmic reticulum (ER) © Ca




Presun IP; do cytozolu

Signal molecule
. (first messenger)

Signal molecule

(first messenger) Phospholipase C

G-protein-linked
receptor

Phospholipase C
IP

(second me%senger]

lFa-gﬂtEﬂ
calcium channel

Tyrusikinasa
receptor

Ca2t Calmodulin

(second
messenger)




Otevreni Ca2* kandlku

Signal molecule

Signal molecule
(first messenger)

G-protein-linked
receptor

Phospholipase C
IP

(second me%senger]

IP3-gated
calcium channel

Tyruna—kinasa
receptor

L 9 go09 o @ Various _~7
‘Endoplasmic reticulum (ER) © Ca2"s 5 00— —>proteins - ST
o o @ activated g
Ca?* Calmodulin
(second

messenger)




Protein kinaza C

-fosforyluje Fadu substrati, napr.
protein NFKB (zapojen do imunitnich
reakct)

Inaktivni NFkB
-vyskyt v cytoplazmé v komplexu s
inhibitorem IkB

Aktivace NFkB

-fosforylace IkB protein kindzou C
-zvyseni citlivosti IkB k protedzam
-uvolnény NFkB je translokovan do
jadra

-aktivace exprese cilovych genl




Protein kindza C je zapojena do reakci bunky
na_mitogeny

INACTIVE C-KINASE ACTIVATED C-KINASE
PLASKA MEMBRAMNE

u .

NF-K1
CYTOS0L
B

S

MNUCLELFS

qesne 1 R e DR
SRE L 1
coding
region

e R

MF-KH
himding
Bilo

. codling j
reginn

NO TRANSCRIFTION OF ACTIVATED TRANSCRIPTION OF
GENES 1 AND 2 GEMES 1 AND 2
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Receptor +

¥

\

Response 1

Relay

molecules a
} } \

Cell A. Pathway leads
to a single response

Specifita signdlnich drah

Activation
or inhibition

Response 2 Response3  Response 4

Cell B. Pathway branches,
leading to two responses

Cell C. Cross-talk occurs
between two pathways

Q

'
®
=
!

Response 5

Cell D. Receptor is different
from the ones in cells A-C




Signaling by Inositol Phospholipids

SIGMA-ALDRICH




rustove faktory
hormony 1

!

sedmisegmentové
transmembranové receptory

S 4 \

G-protein G-protein —— fosfolipaza C adaptorovy protein

/ \ Ras-aktivujfci
protein

1Py diacylglycerol *

l Ras
Caﬂ-t- *
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adenylylcyklaza
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Mechanismy integrace signalu

(A)

A plasmaticka
membrana

SIGNAL
ODESLAN DALE

(B)

i"; 1"'..

}

SIGNAL
ODESLAN DALE




Integrujici proteiny

+ proteiny, které umoznuji spojovani informaci z
rdznych zdroju

» mayji nékolik mist, ktera mohou byt fosforylovana
rdznymi kindzami

- vysilaji signdl k riznym cilim
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Signaly ve vyvojovych drahach- Wg (Wnt)

(a)

Spravnad polarita kridla Drosofily
zavisi na signdini drdaze Wingless.
Pro zajisténi orientace vldskd
vyCnivajicich z distdlni Cdsti kazdé
bunky kridla jsou nutné proteiny
Frizzled and Dishevelled. V
pripadé jejich nepritomnosti je
orientace vldsku kridel narusena.

Proximal <——> Distal

Current Biology

Donald G. McEwen and Mark Peifer (2000) "Wnt signaling:
Moving in a new direction.” Current Biology 10: R562-R564




Signaly ve vyvojovych drahach Wg (Wnt)

Wg = wingless (u Drozofily) u
obratlovcu je ekvivalentem Wnt

Wnt je signalni protein, ktery se
vaZe na transmembranovy receptor
(sedminasobné vinuti membranou),

ktery je kodovan genem frizzled

Vazba Wnt aktivuje dishevelled,
ktery je soucasti kaskady: inhibuje

kinazu glykogen syntazy GSK,
ktera fosforyluje B-katenin.
Fosforylovany p-katenin podléha
proteolyze. Defosforylovany p-

katenin prechazi do jadra a zajisti
transkripci Wnt-specifickych gend.

(B) WITH Wnt SIGNAL
Wnt

activated
O/ Dishevelled

axin

inactive -
GSK 3 ~
E' - stable
[j catenin

APC

UNPHDSPHOHYLATED
B-CATENIN ACCUMULATES,
MIGRATES TO NUCLEUS, AND
DISPLACES GROUCHO

Groucho
LEF- 1}'

U DNA

\J
TRANSCRIPTION OF Wnt-RESPONSIVE GENES

Figure 15-72 part 2 of 2. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.




Signaly ve vyvojovych drahach Wg (Wnt)

a 5
[ — \ | F’IF’E DAG )
wnt Je IF’3
zapojen do " v
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signalizace
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éellular
Response
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Canonical Wnt/pB-cat pathway Non-canonical Wnt/

Calcium pathway




Signaly ve vyvojovych drahach Wg (Wnt)

Joumal of

Cell Science A Wnt Signalling Update

Joerg Huelsken and Juergen Behrens
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& Journal of Gell Science 2002 (115, pp. 3877-3978)




Signalizace ve vyvojovych drahach Wg (Wnt)

Signalizace
wnt je
dulezity pro
gastrulaci

Silberblick/Wnt11 mediates
convergent extension
aments during zebrafish

: g neisenberg* f, Masazumi Tada{, Gerd-Jorg Rauchs,
Leonor Saude;, Miguel L. Concha*, Robert Geislers, Derek L. Stemple:,
James C. Smith: & Stephen W. Wllson

Nature 405: 76-81

Dishevelled contrg polarity
during Xenopu& gastrulatio

John B. Wallingford*, Brian A. Rowningf, Kevin M. Vogeli*,
Ute Rothbacher:S, Scott E. Fraser :: & Richard M. Harland*

Nature 405: 81-85.




Embnycs at the beginning of gastrulation

Xenopus

hick Mouse Zebrafish

“NejdulezitéjSi udalosti ve vasem zivoté
neni narozeni ani smrt ani svatba.

Je to gastrulace.” (Lewis Wolpert)




